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NUR SALMAH (I111 09 271). Motilitas, Persentase Hidup dan Abnormalitas 
Spermatozoa Semen Beku Sapi Bali pada Pengencer Andromed dan Tris Kuning 
Telur. Dibimbing oleh Abdul Latief Toleng sebagai Pembimbing Utama dan 
Muhammad Yusuf sebagai pembimbing anggota. 
Mengingat mahalnya harga pengencer spermatozoa dan sulit didapat, maka perlu 
dicari pengencer yang harganya murah dan mudah didapat. Pengencer Andromed 
merupakan pengencer komersial siap pakai namun harganya tergolong mahal 
sedangkan pengencer Tris Kuning Telur (TKT) harganya jauh lebih murah dan 
mudah diperoleh. Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan kualitas semen 
beku (motilitas, persentase hidup dan abnormalitas spermatozoa) sapi Bali pada 
pengencer Andromed dan TKT. Penelitian ini menggunakan satu ekor pejantan 
sapi Bali untuk penampungan semen. Semen ditampung sebanyak lima kali untuk 
dua perlakuan pengencer yaitu P1 = Andromed + Aquabidest dan P2 = TKT + 
gliserol. Parameter yang diukur pada penelitian ini adalah motilitas, persentase 
hidup dan abnormalitas spermatozoa. Setiap parameter pada masing-masing 
perlakuan dibandingkan dengan menggunakan uji T (t- test independent sample). 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa P1 lebih mampu mempertahankan 
motilitas dan persentase hidup spermatozoa semen beku sapi Bali dibanding 
dengan P2, dimana nilai motilitas spermatozoa semen beku pada pengencer 
Andromed masih berada diatas 40% yaitu 50,8±6,14% dan TKT hanya 
25,8±4,43%. Untuk persentase hidup spermatozoa, Andromed memiliki nilai 
54,2±5,03% dan TKT 33,3±2,64%. Tidak terdapat perbedaan yang nyata terhadap 
abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Bali pada kedua pengencer dimana 
nilai masing-masing untuk pengencer Andromed dan TKT adalah 13,2±2,73% 
dan 14,3±3,51%. Dapat disimpulkan bahwa TKT masih perlu perbaikan untuk 
mencapai 40% atau lebih. 
 












NUR SALMAH  (I111 09 271). Motility, Viable Percentage and Abnormality of 
the Sperms of Frozen Bali Bull Semen Diluted by Andromed and Yolk Tris, under 
Abdul Latief Toleng as main supervisior and Muhammad Yusuf as co-
supervisior.  
Due to higher price and difficult to find the sperm’s extender, it is neccessary to 
find out the cheaper extender and easier to obtain. Andromed is a comersial semen 
extender, which is ready to be used, but the price of this product is more 
expensive in comparison to Yolk Tris (YT). The objective of this study was to 
compare the quality of frozen semen (motility, viable percentage and abnormality 
of the sperms) of Bali bull diluted using Andromed and YT. This study was using 
one Bali Bull for semen collection. Semen was collected for five times and then 
divided into two different extenders; P1 = Andromed + Aquabidest and P2 = YT 
+ glycerol. Parameter measured in the present study was motility, viable 
percentage, and abnormality of the sperms. Each parameter at each different 
extender was compared using T-test (t-test independent sample). The results of 
this study showed that P1 was more able to maintain the motility and viable 
percentage of the sperms of Bali Bull frozen semen in comparison to P2, whereas 
the sperms motility using Andromed was greater than 40% (50.8±6.14%) and YT 
was only 25.8±4.43%. For viability of the sperms, the viable percentage using 
Andromed was 54.2±5.03% and YT was 33.3±2.64% respectively. There was no 
significant difference in sperms abnormality of Bali bull frozen semen in both 
extenders, whereas the value of each extender was 13.2±2.73%  in Andromed and 
14.3±3.51% in YT. It can be concluded that YT still need improvement to achieve 
40 % or more. 
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Berhasilnya suatu program kegiatan Inseminasi Buatan (IB) pada ternak 
tergantung pada kualitas dan kuantitas semen yang diejakulasikan seekor pejantan, 
kesanggupan untuk mempertahankan kualitas, dan memperbanyak volume semen 
tersebut untuk beberapa saat lebih lama setelah ejakulasi sehingga lebih banyak 
betina akseptor yang akan diinseminasi. IB adalah suatu cara untuk memasukkan 
semen (sperma) yang telah dicairkan dan telah diproses terlebih dahulu yang berasal 
dari ternak jantan ke saluran alat kelamin betina dengan menggunakan metode dan 
alat khusus yang disebut insemination gun. Inseminasi Buatan merupakan cara paling 
berhasil dan dapat diterima secara luas oleh masyarakat (Solihati dan Kune, 2009).  
Penggunaan teknik IB berkaitan erat dengan kualitas spermatozoa. Kualitas 
spermatozoa dipengaruhi oleh faktor internal (umur, bangsa dan genetik) maupun 
faktor eksternal (pakan, lingkungan dan pengencer yang digunakan misalnya 
Andromed, Tris Kuning Telur dan lain-lain). Semen yang umum digunakan untuk 
melakukan inseminasi yaitu semen beku dan semen cair. Namun, semen beku 
memiliki daya simpan yang lebih lama dibandingkan dengan semen cair (Wijayanti 
dan Simanjuntak, 2006).  
Dalam proses pembuatan semen beku, nutrisi yang terdapat pada pengencer 
yang digunakan sangat berperan penting dalam melindungi spermatozoa. Oleh sebab 
itu, pengencer harus mampu menyediakan bahan makanan sebagai sumber energi 
bagi spermatozoa, melindungi spermatozoa dari kejutan dingin (cold shock), 
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berfungsi sebagai buffer atau penyangga untuk mencegah perubahan pH, dan lain 
sebagainya (Arifiantini dan Yusuf, 2004). 
Masalah utama yang sering dihadapi pada bahan pengencer yaitu belum 
adanya informasi yang cukup untuk bahan pengencer yang mudah diperoleh secara 
cepat, mudah dan murah namun mampu mempertahankan kualitas spermatozoa lebih 
lama. Setiap bahan pengencer yang baik harus dapat memperlihatkan kemampuannya 
dalam memperkecil tingkat penurunan kualitas spermatozoa sehingga pada akhirnya 
dapat memperpanjang lama waktu penyimpanannya pasca pengenceran (Solehati dan 
Kune, 2009).  
Untuk meminimalkan kerusakan sel, dapat dilakukan dengan menambahkan 
zat tertentu ke dalam pengencer semen. Salah satu komponen yang dapat 
ditambahkan ke dalam bahan pengencer adalah krioprotektan. Krioprotektan terdiri 
atas dua macam yaitu krioprotektan intraseluler dan krioprotektan ekstraseluler. 
Krioprotektan intraseluler contohnya adalah gliserol sedangkan ekstraseluler 
contohnya adalah kuning telur. Bahan pengencer krioprotektan intraseluler terutama 
digunakan untuk proses pembekuan semen (Toelihere, 1993).  
Bahan pengencer yang mengandung kuning telur dapat melindungi 
spermatozoa selama proses pendinginan dan pembekuan. Untuk menghasilkan semen 
beku yang berkualitas tinggi dibutuhkan bahan pengencer seperti buffer dan 
krioprotektan yang dapat melindungi dan mempertahankan kualitas spermatozoa 
selama proses pendinginan, pembekuan dan thawing. Buffer yang umum digunakan 
adalah tris (hydroxymethyl) aminomethane yang mempunyai kemampuan sebagai 
penyangga yang baik dengan toksisitas yang rendah. Khasiat kuning telur terletak 
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pada lipoprotein dan lechitin yang terkandung di dalamnya dan berfungsi untuk 
mempertahankan dan melindungi integritas selubung lipoprotein spermatozoa 
(Arifiantini dan Yusuf, 2004).  
Dewasa ini, beberapa perusahaan telah memproduksi pengencer semen 
komersial siap pakai seperti Laiciphos, Biociphos plus, Biladyl, Triladyl, Andromed 
dan lain-lain. Pengencer semen komersial tersebut memudahkan dalam 
penggunaannya karena telah tersedia dalam paket siap pakai dan mengandung seluruh 
bahan-bahan yang diperlukan untuk kriopreservasi semen. Andromed memiliki 
beberapa kelebihan diantaranya memiliki komposisi lengkap yang dibutuhkan oleh 
spermatozoa dan telah dipatenkan, namun sulit dijangkau karena harganya yang 
tergolong mahal. Oleh sebab itu, dilakukan penelitian yang menggunakan bahan-
bahan sederhana yang memiliki komposisi hampir sama dengan yang dimiliki 
Andromed yaitu Tris Kuning Telur. Kelebihan tris kuning telur salah satunya adalah 
komposisi yang digunakan jauh lebih murah, mudah diperoleh dan komposisi yang 
dimiliki oleh tris kuning telur hampir sama dengan komposisi Andromed. Hal inilah 
yang melatarbelakangi dilakukannya penelitian untuk menguji kualitas spermatozoa 
semen beku sapi Bali pada pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur.  
Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan kualitas spermatozoa semen 
beku yang menggunakan dua jenis pengencer yang berbeda yaitu Andromed + 
Aquabidest dan Tris Kuning Telur + Gliserol sehingga diketahui jenis pengencer 
yang baik untuk meningkatkan kualitas spermatozoa semen beku sapi Bali. Kegunaan 
dari penelitian ini diharapkan dengan mengetahui jenis pengencer semen beku yang 




Gambaran Umum Sapi Bali 
Sapi potong asli Indonesia salah satunya adalah sapi Bali. Sapi Bali 
merupakan hasil domestikasi dari Banteng (Bibos Banteng) habitat aslinya di pulau 
Bali. Sapi Bali (Bos Sondaicus) telah mengalami proses domestikasi yang terjadi 
sebelum 3.500 SM di wilayah Pulau Jawa atau Bali dan Lombok. Penggolongan sapi 
ke dalam suatu bangsa (breed) sapi, didasarkan atas sekumpulan persamaan 
karakteristik tersebut yang sama. Atas dasar karakteristik tersebut, mereka dapat 
dibedakan dari ternak lainnya meskipun masih dalam spesies yang sama. 
Karakteristik yang dimiliki tersebut akan diturunkan ke generasi berikutnya. Menurut 
Blakely dan Bade (1992) bangsa sapi mempunyai klasifikasi taksonomi sebagai 
berikut : 
Phylum  : Chordata 
Subphylum: Vertebrata 
Class  : Mamalia 
Sub class : Theria 
Infra Class : Eutheria 
Ordo : Artiodactyla 
Sub Ordo  : Ruminantia 
Infra Prdo : Pecora 
Family  : Bovidae 
Genus  : Bos (cattle) 
Spesies : Bos Javanicus (banteng/sapi Bali)  
5 
 
Sapi Bali  merupakan sapi yang berasal dari domestik banteng (Bos Banteng 
Javanicus) (Najman et al., 2003) yang termasuk banteng liar asli yang berasal dari 
Pulau Bali. Sapi-sapi tersebut berasal dari pegunungan yang terdapat di Bali dan 
kemudian pergi ke daratan pada tahun 1856. Sapi Bali tersebut kemudian menyebar 
ke pulau Sulawesi, Lombok dan Timur, dan sebagian kecil pulau di Indonesia (Payne 
dan Rollinson, 1973). 
Sapi Bali termasuk sapi kecil dengan ukuran bobot yaitu 150-300 kg pada 
jantan bobot badan dewasa (Thalib et al., 2002). Sapi Bali memiliki karakteristik 
yang beragam. Ternak ini berukuran sedang, berdada dalam, kaki yang bagus. Warna 
bulu sapi Bali yaitu merah, keemasan dan coklat tua dikenal juga walaupun tidak 
umum.  
Sapi Bali memiliki bibir dan ekor hitam, dan kaki berwarna putih dari lutut ke 
bawah, dan terdapat warna putih di bawah paha dan bagian oval yang putih yang jelas 
pada bagian pantat. Pada bagian punggung selalu terdapat garis hitam yang jelas, dari 
bahu dan berakhir di atas ekor. Warna pada ternak jantan lebih gelap daripada ternak 
betina, warna bulu menjadi coklat tua sampai hitam pada saat mencapai dewasa. Sapi 
Bali memiliki bulu pendek, halus, licin, kulit berpigmen dan halus, dan kepala lebar 




Gambar 1. Sapi Bali 
Kualitas Semen Sapi Normal 
Semen adalah sekresi kelamin jantan dan epididimis serta kelenjar-kelenjar 
kelamin pelengkap (kelenjar vesikularis) yang terdiri dari spermatozoa dan plasma 
semen yang secara normal diejakulasi ke dalam saluran kelamin betina sewaktu 
kopulasi, tetapi dapat pula ditampung dengan berbagai cara untuk keperluan 
inseminasi buatan (Toelihere, 1985). Spermatozoa adalah sel atau benih yang berasal 
dari sistem reproduksi jantan, sedangkan plasma adalah air mani yang digunakan oleh 
spermatozoa untuk tetap bergerak. 
Pada semen terdapat plasma dan spermatozoa. Fungsi utama plasma semen 
adalah sebagai medium pembawa spermatozoa dari saluran reproduksi hewan jantan 
ke dalam saluran reproduksi hewan betina. Fungsi ini dapat dijalankan dengan baik 
karena pada banyak spesies plasma semen mengandung bahan-bahan penyangga dan 
makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa baik yang dapat dipergunakan 
secara langsung (misalnya  fruktosa dan sorbitol) maupun secara tidak langsung 
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misalnya Gliserilfosforil Colin (GPC) (Toelihere, 1993). Komposisi kimiawi semen 
sapi dapat dilihat pada Tabel 1. 
Tabel 1. Komposisi kimiawi semen sapi 
Komposisi Semen Satuan (mg/100 ml) 
pH 6,9 (6,4-7,8) 
Air, g/100 ml 90 (87-95) 
Natrium 230 (240-280) 
Kalium 140 (80-210) 
Kalsium  44 (35-60) 
Magnesium 9 (7-12) 
Klorida 180 (110-290) 
Fruktosa 530 (150-900) 
Sorbitol (10-140) 
Asam sitrat 720 (340-1150) 
Inositol 35 (25-46) 
Glyceryl Phosphoryl Choline (GPC) 350 (100-500) 
Protein, g/100 ml 6,8 
Plasmalogen (30-90) 
Sumber: Fitri (2009). 
Faktor-faktor Yang Menentukan Kualitas Semen 
Faktor-faktor yang mempengaruhi kualitas semen diantaranya adalah umur, 
bangsa ternak, genetik, lingkungan, pakan dan jenis pengencer yang digunakan. 
1. Umur 
Faktor yang mempengaruhi kualitas semen salah satunya adalah umur 
pejantan karena perkembangan testis dan spermatogenesis dipengaruhi oleh umur. 
Spermatogenesis adalah proses pembentukan spermatozoa yang terjadi di dalam 
tubuli seminiferi. Proses spermatogenesis pada sapi berlangsung selama 55 hari dan 
berlangsung pertama kali ketika sapi berumur 10 sampai 12 bulan (Nuryadi, 2000). 
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Hafez (2000) menyatakan bahwa produksi semen dapat meningkat sampai 
umur tujuh tahun. Pada saat pubertas, spermatozoa masih banyak yang abnormal 
karena masih muda sehingga banyak mengalami kegagalan pada waktu dikawinkan. 
Menurut Mathevon et al. (1998) bahwa volume, konsentrasi, motilitas dan total 
spermatozoa sapi jantan dewasa lebih banyak daripada sapi jantan muda. Volume, 
konsentrasi dan jumlah spermatozoa motil per ejakulat cenderung meningkat seiring 
dengan bertambahnya umur pejantan mencapai 5 tahun. 
Tabel 2. Volume, Konsentrasi, Motilitas, Jumlah Total Spermatozoa dan 
Jumlah Total Spermatozoa Motil pada Ejakulat Sapi Jantan Muda 
dan Sapi Jantan Dewasa. 
Kualitas Sapi jantan muda 
(umur sampai dengan 
30 bulan) 
Sapi jantan dewasa 
(umur 4 sampai 6 
tahun) 
Volume (cc) 5,48±1,83 6,73±1,99 
Konsentrasi (10
6
/cc) 1296±437 1380±444 
Motilitas 51±17 57±14 
Total Spermatozoa (10
6
/cc) 7090±3287 9310±4138 
Sumber: Mathevon, et al. (1998). 
Pejantan yang terlalu muda (umur kurang dari 1 tahun) atau terlalu tua 
menghasilkan semen yang lebih sedikit. Susilawati dkk. (1993) menyatakan bahwa 
pejantan yang berumur 2 sampai 7 tahun dapat menghasilkan semen terbaik dengan 
angka kebuntingan yang tinggi pada betina yang dikawini dibandingkan dengan 
pejantan yang berumur diluar interval tersebut.  
Umur sangat berpengaruh pada sapi jantan muda saat penampungan, karena 
perubahan fisiologis yang terjadi seperti dewasa kelamin. Volume dan konsentrasi 




Bangsa sapi Bos Taurus mengalami dewasa kelamin lebih cepat bila 
dibandingkan dengan sapi Bos Indicus. Persilangan dari dua bangsa sapi tersebut 
akan mencapai pubertas pada umur yang sama dengan induknya (Sprott et al., 1998). 
Bangsa sapi perah mempunyai libido lebih tinggi dan menghasilkan 
spermatozoa yang lebih banyak dibandingkan dengan sapi potong (Hafez, 2000). 
Coulter et al. (1997) dan Sprott et al. (1998) menyatakan bahwa bangsa juga 
berpengaruh terhadap lingkar skrotum yang berkorelasi positif dengan produksi dan 
kualitas spermatozoa. Chandolia et al. (1999) menyatakan bahwa pengaruh heat 
shock pada persentase spermatozoa yang motil pada Sapi Holstein lebih rendah 
dibandingkan bangsa sapi yang lain.  
3. Genetik 
Coulter et al. (1997) dan Sprott et al. (1998) menyatakan bahwa produksi 
spermatozoa berkorelasi positif dengan ukuran testis yang dapat diestimasi dengan 
panjang, berat dan lingkar skrotum. Bearden dan Fuquay (1984) menyatakan bahwa 
ukuran testis dipengaruhi oleh genetik, umur, bangsa ternak dan individu. Chondalia 
et al. (1999) menyebutkan bahwa genetik juga mempengaruhi ketahanan sel 
spermatozoa terhadap heat shock pada saat thawing. 
4. Lingkungan 
Suhu lingkungan yang terlalu rendah atau terlalu tinggi dapat mempengaruhi 
organ reproduksi ternak jantan. Hal ini menyebabkan fungsi thermoregulatoris 
skrotum terganggu sehingga terjadi kegagalan pembentukan spermatozoa dan 
penurunan produksi spermatozoa. Pejantan yang di tempatkan pada ruangan yang 
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panas mempunyai tingkat fertilitas yang rendah. Hal ini disebabkan karena 
memburuknya kualitas semen dan didapatkan 10% spermatozoa yang abnormal 
(Susilawati dkk, 1993). 
Pond dan Pond (1999) menyatakan jika suhu lingkungan terlalu panas 
spermatozoa yang diproduksi tidak dapat bertahan hidup dan menyebabkan sterilitas 
sapi jantan, sehingga manajemen saat stress perlu dilakukan untuk menjaga fertilitas 
spermatozoa. Suhu normal di daerah testis berkisar 3-7°C dibawah suhu tubuh.  
Musim dapat mempengaruhi kualitas semen pada ternak-ternak yang berada 
di daerah sub tropis. Di Indonesia, musim kurang berpengaruh karena perbedaan lama 
penyinaran hampir tidak ada (Susilawati dkk, 1993). Perubahan musim karena 
perbedaan lamanya siang hari atau lamanya penyinaran dapat menghambat produksi 
FSH yang dapat menghambat produksi spermatozoa oleh testis (Hafez, 2000).  
Hasil penelitian Mathevon et al. (1998) menyatakan bahwa konsentrasi, 
jumlah semen dan motilitas per ejakulat pada pejantan Holstein lebih baik pada 
musim dingin dan semi dibandingkan pada musim gugur. Musim saat penampungan 
dilaksanakan tidak mempengaruhi persentase spermatozoa motil pada sapi jantan 
dewasa.  
5. Pakan 
Nutrisi sangat penting selama perkembangan sistem reproduksi sapi jantan 
muda. Meningkatkan jumlah nutrisi akan mempercepat pubertas dan pertumbuhan 
tubuh (Sprot et al., 1998). Makanan berpengaruh terhadap ukuran testis pada ternak 
jantan. Makanan yang diberikan terlalu sedikit terutama pada periode sebelum masa 
pubertas dicapai dapat menyebabkan perkembangan testis dan kelenjar-kelenjar 
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asesoris terhambat dan dapat memperlambat dewasa kelamin. Pada ternak dewasa, 
kekurangan makanan dapat mengakibatkan gangguan fungsi fisiologis, baik pada 
testes maupun pada kelenjar asesorisnya dan dapat menurunkan libido sehingga 
produksi semen turun (Susilawati dkk, 1993).  
Coulter et al. (1998) menyatakan bahwa pemberian 100% hijauan pada Sapi 
Angus, Hereford dan Simmental setelah disapih mempunyai lingkar skrotum, 
produksi semen harian dan spermatozoa motil progresif lebih besar daripada pakan 
dengan energi tinggi (80% konsentrat dan 20% hijauan). 
6. Jenis Pengencer 
Semen beku adalah semen yang diencerkan menurut prosedur tertentu, lalu 
dibekukan jauh di bawah titik beku air (Sayoko dkk, 2007). Proses pengenceran 
semen dapat dilakukan untuk mengurangi kepadatan dan menjaga kelangsungan 
hidup spermatozoa. Bahan pengencer mengandung zat-zat makanan yang berfungsi 
sebagai sumber energi dan tidak bersifat racun bagi spermatozoa, dapat melindungi 
spermatozoa dari kejut dingin (cold shock), menghambat pertumbuhan mikroba serta 
bersifat sebagai penyangga (Djanuar, 1985).  
Beberapa masalah yang sering terjadi pada pengenceran semen yaitu 
penurunan daya hidup dan motilitas spermatozoa, yang disebabkan oleh adanya 
radikal bebas yang dapat merusak sel spermatozoa. Antioksidan dapat menetralkan 
radikal bebas, dan antioksidan yang sering digunakan adalah glutathione.  
Glutathione adalah antioksidan sulfhydril (-SH), antitoksin dan kofaktor enzim, 
berdasarkan sifat antioksidan yang dapat mencegah radikal bebas. Glutathione adalah 
antioksidan primer yang bekerja dengan cara menetralkan pembentukan radikal 
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bebas. Antioksidan ini mengubah radikal bebas yang ada menjadi molekul yang 
kurang mempunyai dampak negatif.  
Bahan pengencer spermatozoa yang paling umum digunakan yaitu kuning 
telur. Manfaat kuning telur terletak pada lipoprotein dan lesitin yang terkandung 
didalamnya yang bekerja mempertahankan dan melindungi integritas selubung 
lipoprotein dari sel spermatozoa (Toelihere, 1993). Kuning telur juga mengandung 
glukosa yang lebih suka dipergunakan oleh sel-sel sperma sapi untuk metabolismenya 
daripada fruktosa yang terdapat di dalam semen (Toelihere, 1993).  
Jenis Pengencer Spermatozoa 
Untuk menghasilkan semen beku yang berkualitas tinggi dibutuhkan bahan 
pengencer semen yang mampu mempertahankan kualitas spermatozoa selama proses 
pendinginan, pembekuan, maupun pada saat thawing (Aboagla dan Terada, 2004a). 
Bahan pengencer harus mengandung sumber nutrisi, buffer, bahan anti cold shock, 
antibiotik dan krioprotektan yang dapat melindungi spermatozoa selama proses 
pembekuan dan thawing. Sumber nutrisi yang paling banyak digunakan adalah 
karbohidrat terutama fruktosa yang paling mudah dimetabolisasi oleh spermatozoa 
(Toelihere, 1993). Buffer berfungsi sebagai pengatur tekanan osmotik dan juga 
berfungsi menetralisir asam laktat yang dihasilkan dari sisa metabolisme 
spermatozoa. Buffer yang umum digunakan adalah tris (hydroxymethyl) 
aminomethane yang mempunyai kemampuan sebagai penyangga yang baik  dengan 
toksisitas yang rendah dalam konsentrasi yang tinggi (Steinbach dan Foote, 1967). 
Bahan anti cold shock yang umum ditambahkan adalah kuning telur (Aboagla dan 
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Terada, 2004b), yang dapat melindungi spermatozoa pada saat perubahan suhu dari 
suhu ruang (28°C) pada saat pengolahan ke suhu ekuilibrasi (5°C). 
1. Andromed 
Selain pengencer semen yang dibuat berdasarkan resep, terdapat berbagai 
pengencer kemasan yang telah beredar dan dapat diperoleh di pasaran  seperti 
Biochiphos dan Bioexcel (IMV, Perancis) juga triladyl, biladyl dan pengencer 
Andromed (Minitub Jerman) yang menggunakan lesitin dari kacang kedelai (KK) 
(Arifiantini dan Yusuf, 2004). 
Andromed merupakan salah satu pengencer komersial berbahan dasar Tris 
yang tidak menggunakan sumber protein asal hewan yang menjadi andalan untuk 
pengencer semen beku sapi (Minitub, 2001). Dengan adanya medium komersial ini 
diharapkan dapat mempermudah penyiapan medium untuk pengenceran dan 
penyimpanan semen dalam jangka waktu panjang. Andromed terdiri dari 
phospholipid, tris (hydroxymethyl) aminomethane, asam sitrat, fruktosa, gliserol, 
lesitin, tylosine tart rat, gentamycin sulfat, spectinomycin dan lincomicin yang biasa 
digunakan untuk pembuatan semen beku sapi (Minitub, 2001). Tatacara penggunaan 
dilakukan hanya dengan penambahan aquades steril (milli-Q-water) dengan 
perbandingan Andromed : aquades steril = 1 : 4. 
Sumber lesitin di dalam pengencer semen komersial Andromed berasal dari 
ekstrak kacang kedelai, yang juga dapat menjalankan fungsi seperti pada lesitin 
kuning telur. Hasil penelitian Aku (2005) didapatkan bahwa selain lesitin, Andromed 
juga mengandung protein, karbohidrat (fruktosa, glukosa, manosa dan maltotriosa), 
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mineral (natrium, kalsium, kalium, magnesium, klorida, fosfor dan mangan), asam 
sitrat, gliserol, lemak, lesitin dan gliserilfosforil kolin (GPC).  
Andromed mengandung lesitin yang cukup tinggi yaitu sebanyak 
6,76g/100ml. seluruh bahan-bahan yang terkandung di dalam Andromed tersebut 
merupakan bahan-bahan yang umum digunakan dalam menyusun pengencer semen 
selama ini. Lesitin berfungsi melindungi membran plasma sel dari pengaruh cold 
shock selama proses pengolahan berlangsung (Aku, 2005).  
2. Tris Kuning Telur 
Bahan pengencer Tris Kuning Telur terdiri dari Tris aminomethane, asam 
sitrat monohidrat, kristal glucosa, kuning telur, penicillin, strepromycin dan 
aquabidestilata. Tris aminomethane berfungsi sebagai buffer dan mempertahankan 
tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit. Kuning telur berfungsi melindungi 
spermatozoa terhadap cold shock dan sebagai sumber energi (Triana, 2005).  
Sekitar 30% dari berat telur adalah bagian dari kuning telur. Kuning telur 
memiliki komposisi gizi yang lebih lengkap dibanding putih telur. Komposisi kuning 
telur terdiri dari air, protein, lemak, karbohidrat, mineral dan vitamin (Sarwono, 
1995). Protein telur termasuk sempurna karena mengandung semua jenis asam amino 
esensial dalam jumlah yang cukup seimbang (Haryanto, 1996). Menurut Toelihere 
(1985) kuning telur mengandung lipoprotein dan lechitin yang mempertahankan dan 
melindungi integritas dan selubung lipoprotein dari sel spermatozoa dan mencegah 
cold shock. Menurut Hafez (1987) mengenai daya guna telur ayam sebagai pengencer 
semen sangat berharga dan pada dewasa ini penggunaannya meluas ke seluruh dunia. 
Tetapi pada kuning telur juga terdapat zat yang dapat merusak fertilitas spermatozoa 
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sehingga bisa menjadi racun bagi spermatozoa dan juga zat-zat yang dapat mencegah 
kerusakan spermatozoa selama proses pendinginan (Situmorang, 1991). Komposisi 
telur ayam dapat dilihat pada Tabel 3. 
Tabel 3. Komposisi Telur ayam dalam 1 butir telur 
Komposisi kimia Satuan 
Kalori (kal) 16,2 
Protein (g) 12,8 
Lemak (g) 11,5 
Karbohidrat (g) 0,7 
Kalsium (mg) 54 
Fosfor (mg) 180 
Zat Besi (mg) 2,7 
Vitamin A (UI) 900 
Vitamin B (mg) 0,100 
Air (g) 74 
Bdd (%) 90 
Sumber: Direktorat Gizi Depkes RI 2010. 
3. Gliserol   
Kerusakan spermatozoa akan terjadi akibat adanya pengaruh kejut dingin 
(cold shock) yang dapat merusak membran plasma sel yang berakibat kematian pada 
spermatozoa. Pada saat pembekuan, semen mengalami penurunan kualitas sekitar 10 
sampai 40%  hingga 50% (Parrish, 2003). Untuk meminimalkan kerusakan sel dapat 
dilakukan dengan menambahkan zat tertentu kedalam pengencer semen (Solihati dkk, 
2008). Zat tersebut dikenal dengan nama krioprotektan. 
Salah satu jenis krioprotektan yang sering digunakan pada mamalia adalah 
gliserol. Gliserol dapat masuk ke dalam sel spermatozoa untuk mengikat sebagian air 
bebas, sehingga kristal-kristal es yang terbentuk pada medium pengencer pada waktu 
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pembekuan dapat dicegah (Azizah dan Arifiantini, 2009). Fungsi lain gliserol adalah 
menjaga keseimbangan elektrolit intra dan ekstra seluler sehingga proses biokimia 
yang terjadi di dalam sel spermatozoa tetap berlangsung dan mengurangi kematian sel 
spermatozoa yang berlebihan (Tambing et al., 2000). Salah satu pengaruh yang 
merugikan adalah cekaman dingin dimana efeknya adalah kematian spermatozoa 
yang terjadi setelah spermatozoa di thawing, akibat tingginya daya konstraksi 
selubung lipoprotein dinding sel. Dengan adanya gliserol dalam pengencer maka efek 
dari kejut dingin tersebut dapat diminimalisir sehingga kematian spermatozoa dapat 
dicegah. Peranan tris dalam pengencer juga berfungsi untuk mempertahankan daya 
hidup spermatozoa serta sebagai buffer (penyangga) dari perubahan pH bahan 
pengencer.  
Gliserol memiliki peranan lain yaitu mencegah terjadinya dehidrasi karena 
memiliki daya pengikat air yang kuat (Toelihere, 1993). Hal ini akan mempengaruhi 
tekanan uap sehingga titik beku medium menurun, akibatnya sel spermatozoa akan 
memperoleh kesempatan lebih lama untuk mengeluarkan air. Gliserol akan 
memberikan perlindungan yang efektif terhadap spermatozoa selama proses 
pembekuan bila konsentrasinya di dalam pengencer optimal. Tambing et al. (2000) 
menyatakan bila konsentrasi gliserol tidak optimal akan menimbulkan gangguan pada 
sperma berupa penurunan kualitas spermatozoa.  
Penambahan dosis gliserol pada beberapa pengencer berbeda-beda. Menurut 
Evan dan Maxwell (1987) untuk melakukan pembekuan semen kambing standar 
penggunaan gliserol yang dianjurkan adalah 6% sampai 8% karena jika kurang dari 
itu maka gliserol tidak akan memberikan efek yang berarti, sedangkan jika lebih 
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tinggi akan menimbulkan efek toksik pada spermatozoa. Efek toksisitas dari gliserol 
adalah memodifikasi struktur membran plasma dan pada konsentrasi yang tinggi 
dapat menghambat metabolisme energi (Mclaughlin et al., 1992). Akibat 
terganggunya mekanisme spermatozoa, menyebabkan spermatozoa akan mengalami 
kekurangan energi sehingga viabilitas dan motilitasnya menurun.  
Mekanisme kerja dari gliserol adalah gliserol dapat berdifusi ke dalam sel 
spermatozoa dan dapat dimetabolisir dalam proses-proses yang menghasilkan energi 
dan membentuk fruktosa. Gliserol yang memasuki sel akan menggantikan sebagian 
besar air yang bebas dan mendesak ke luar elektrolit-elektrolit, menurunkan 
konsentrasi intraseluler elektrolit-elektrolit tersebut dan mengurangi daya perusaknya 
terhadap spermatozoa (Toelihere, 1993). 
Evaluasi Semen 
Semen yang telah ditampung sebelum diproses lebih lanjut dievaluasi dalam 
kondisi segar. Tujuan evaluasi semen segar adalah: 
1. Untuk mengetahui kualitas semen. 
2. Untuk mengetahui bahan pengencer yang dibutuhkan. 
3. Untuk mengetahui jumlah straw yang dapat dihasilkan dalam proses pembekuan 
semen. 
Semen adalah sekresi kelamin pejantan yang secara normal diejakulasikan ke 





Semen terdiri dari : 
1. Spermatozoa yaitu sel-sel kelamin jantan yang dihasilkan oleh testes.  
2. Plasma semen yaitu campuran sekresi yang diproduksi oleh  epididimis, kelenjar 
vesikularis dan kelenjar prostat. 
Spermatozoa terdiri dari : 
1. Kepala, yang membawa materi herediter paternal. 
2. Ekor, yang mengandung sarana penggerak. 
Semen dari suatu spesies hewan mempunyai perbedaan dalam sifat-sifatnya 
dengan spesies yang lain. Perbedaan itu terletak pada volume, kekentalan, pH, 
konsentrasi, warna dan baunya.  
Evaluasi Makroskopis 
1. Volume 
 Volume semen yang tertampung dapat langsung terbaca pada tabung 
penampung semen yang berskala. Semen sapi dan domba mempunyai volume rendah 
tetapi konsentrasi sperma tinggi sehingga memperlihatkan warna krem atau warna 
susu. Semen kuda dan babi merupakan cairan yang lebih voluminous dan lebih putih 
karena konsentrasi spermatozoa rendah. Volume semen per ejakulat berbeda menurut 
bangsa, umur, ukuran badan, tingkatan makanan, frekuensi penampungan dan 
berbagai faktor lain. Pada umumnya, hewan muda yang berukuran kecil dalam satu 
spesies menghasilkan volume semen yang rendah. Ejakulasi yang sering 
menyebabkan penurunan volume dan apabila dua ejakulat diperoleh berturut-turut 
dalam waktu singkat maka umumnya ejakulat yang kedua mempunyai volume yang 
lebih rendah (Feradis, 2010). 
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 Volume semen sapi antara 5-8 ml, domba 0,8-1,2 ml, babi 150-200 ml, dan 
kuda 60-100 ml. Volume rendah tidak merugikan tetapi apabila disertai dengan 
konsentrasi yang rendah akan membatasi jumlah spermatozoa yang tersedia (Feradis, 
2010). 
2. Warna 
Semen sapi normal berwarna seperti susu atau krem keputih-putihan dan 
keruh. Kira-kira 10% sapi menghasilkan semen yang normal dengan warna kekuning-
kuningan, yang disebabkan oleh riboflavin yang dibawa oleh satu gen autosom resesif 
dan tidak mempunyai pengaruh terhadap fertilitas (Feradis, 2010). 
Adanya kuman-kuman Pseudomonas Aeruginosa di dalam semen sapi dapat 
menyebabkan warna hijau kekuning-kuningan apabila semen dibiarkan di suhu 
kamar. Gumpalan-gumpalan, bekuan dan kepingan-kepingan di dalam semen 
menunjukkan adanya nanah yang umumnya berasal dari kelenjar-kelenjar pelengkap 
dari ampula. Semen yang berwarna gelap sampai merah muda menandakan adanya 
darah segar dalam jumlah berbeda dan berasal dari saluran kelamin urethra atau 
penis. Warna kecoklatan menunjukkan adanya darah yang telah mengalami 
dekomposisi. Warna coklat muda atau warna kehijau-hijauan menunjukkan 
kemungkinan kontaminasi dengan feses (Feradis, 2010). 
3. pH 
 Pada umumnya, sperma sangat aktif dan tahan hidup lama pada pH sekitar 
7,0. Motilitas partial dapat dipertahankan pada pH antara 5 sampai 10. Walaupun 
sperma segera dimobiliser oleh kondisi-kondisi asam, pada beberapa spesies dapat 
dipulihkan kembali apabila pH dikembalikan ke netral dalam waktu satu jam. Sperma 
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sapi dan domba yang menghasilkan asam laktat dalam jumlah yang tinggi dan 
metabolisme fruktosa plasma seminalis, sehingga penting untuk memberikan unsur 




 Konsentrasi digabung dengan volume dan persentase spermatozoa motil 
memberikan jumlah spermatozoa motil per ejakulat, yaitu kuantitas yang menentukan 
berapa betina yang dapat diinseminasi dengan ejakulat (Feradis, 2010). 
Metode perhitungan konsentrasi spermatozoa, yaitu: 
1. Menghitung jarak antar kepala sperma 
Menurut Feradis (2010) cara ini adalah yang paling praktis dan sederhana 
untuk pemeriksaan rutin di lapangan yang dilakukan tanpa alat selain mikroskop 
dengan memperkirakan jarak antara dua kepala spermatozoa di bawah mikroskop 
dengan pembesaran 45x10 dengan penilaian sebagai berikut: 
a. Densum (D) atau padat, jika jarak antara dua kepala spermatozoa kurang 
dari panjang satu kepala; konsentrasi ditaksir lebih kurang 1000 juta 
sampai 2000 juta sel per ml semen. 
b. Semidensum (SD) atau sedang, jika jarak antara dua kepala spermatozoa 
sama dengan panjang satu sampai 1,5 kepala; konsentrasi ditaksir lebih 
kurang 500 juta sampai 1000 juta sel per ml semen. 
c. Rarum (R) atau jarang, jika jarak antara dua kepala spermatozoa melebihi 
panjang satu kepala atau sama dengan panjang seluruh spermatozoa; 
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konsentrasi ditaksir lebih kurang 200 juta sampai 500 juta sel per ml 
semen. 
d. Oligospermia (OS) atau sedikit spermatozoa, jika jarak antara dua kepala 
spermatozoa melebihi panjang seluruh spermatozoa; konsentrasi ditaksir 
kurang 200 juta sel per ml semen. 
e. Aspermia (A) atau tidak ada spermatozoa, bila sama sekali tidak terdapat 
spermatozoa di dalam semen. 
2. Perhitungan dengan Hemocytometer 
Menurut Feradis (2010), metode perhitungan secara langsung dilakukan 
memakai alat penghitung sel-sel darah merah atau hemocytometer. Pipet 
erythrocyt diisi dengan semen yang belum diencerkan sampai tanda 0,5. Suatu 
larutan 3% NaCl dihisap sampai tanda 101 pada pipet; larutan tersebut 
mengecerkan sekaligus mematikan spermatozoa. Larutan ini dikocok hati-hati 
tetapi cukup cepat menurut angka 8 selama 2 sampai 3 menit. Beberapa tetes 
dibuang dan dikocok lagi. Beberapa tetes lagi dibuang, kemudian satu tetes 
ditempatkan dibawah gelas penutup pada kamar hitung sel darah merah menurut 
Neubauer. Sel-sel spermatozoa di dalam 5 kamar dihitung menurut arah diagonal. 
Karena setiap kamar mempunyai 16 ruangan kecil, maka di dalam 5 kamar 
terdapat 80 ruangan kecil. Dengan volume setiap ruangan kecil adalah 0,1 mm
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dan pengenceran 200 kali, dan apabila di dalam 5 kamar atau 80 ruangan kecil 





   
  
 x 10 x 20 = 10.000 = X x 0,01 juta sperma per mm
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Atau X x 10 juta sperma per ml. 
Prosedur ini memberi suatu indikasi yang akurat tentang konsentrasi 
spermatozoa di dalam contoh semen apabila pencampuran larutan dilakukan 
sempurna. Selain dengan hemocytometer, penentuan konsentrasi spermatozoa juga 
dapat dilakukan dengan spectrophotometer dan SDM5 photometer. Keunggulan 
SDM5 photometer adalah dapat menentukan jumlah bahan pengencer yang harus 
ditambahkan dan jumlah dosis semen beku yang dihasilkan pada setiap penampungan 
secara otomatis. Hasil perhitungan dapat terbaca dengan mudah pada hasil print out 
(Feradis, 2010).  
2. Motilitas 
1) Gerakan massa 
Menurut Salisbury dan Vandenmark (1985) sesuai dengan bentuk morfologi 
spermatozoa dan pola metaboliknya yang khusus dengan dasar produksi energi 
spermatozoa hidup dapat mendorong dirinya sendiri maju ke depan di dalam 
lingkungan zat cair. Motilitas telah sejak lama dikenal sebagai alat untuk 
memindahkan spermatozoa melalui saluran reproduksi hewan betina. Transport kilat 
spermatozoa dari serviks ke infundibulum terjadi secara otomatik (meski pada 
spermatozoa tidak motil) karena rangsangan oxitocyn, terhadap konsentrasi saluran 
reproduksi. Motilitas spermatozoa di dalam infundibulum bertugas sebagai alat 
penyebaran spermatozoa secara acak ke seluruh daerah saluran kelamin betina, 
dimana terdapat ovum yang mampu dibuahi, jadi menjamin kepastian secara statik 
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pertemuan spermatozoa dengan ovum. Faktor-faktor yang mempengaruhi motilitas 
spermatozoa adalah umur sperma, maturasi (pematangan) sperma, penyimpanan 
energi ATP (Adenosin Triphosfat), agen aktif, biofisik dan fisiologik, cairan suspensi 
dan adanya rangsangan hambatan (Hafez, 2000). 
 Spermatozoa dalam suatu kelompok mempunyai kecenderungan untuk 
bergerak bersama-sama ke satu arah yang menyerupai gelombang-gelombang yang 
tebal dan tipis, bergerak cepat atau lamban tergantung dari konsentrasi spermatozoa 
hidup di dalamnya. Gerakan massa spermatozoa dapat dilihat dengan jelas di bawah 
mikroskop dengan pembesaran kecil (10x10) dan cahaya yang dikurangi. 
Berdasarkan penilaian gerakan massa, kualitas semen dapat ditentukan sebagai 
berikut: 
a. Sangat baik (+++), terlihat gelombang-gelombang besar, banyak, gelap, tebal 
dan aktif bagaikan gumpalan awan hitam saat akan turun hujan yang bergerak 
cepat berpindah-pindah tempat. 
b. Baik (++), bila terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang, kurang jelas 
dan bergerak lamban. 
c. Cukup (+), jika terlihat gelombang melainkan hanya gerakan-gerakan 
individual aktif progresif.  
d. Buruk (N, necrospermia atau 0), bila hanya sedikit atau tidak ada gerakan-
gerakan individual.  
2) Gerakan individu 
Dibawah pembesaran pandangan 45x10 pada selapis tipis semen di atas gelas 
objek yang ditutupi gelas penutup akan terlihat gerakan-gerakan individual 
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spermatozoa. Pada umumnya dan yang terbaik adalah pergerakan progresif atau 
gerakan aktif maju ke depan. Gerakan melingkar dan gerakan mundur sering 
merupakan tanda-tanda cold shock atau media yang tidak isotonik dengan semen. 
Gerakan berayun atau berputar di tempat sering terlihat pada semen yang tua, apabila 
kebanyakan spermatozoa telah berhenti bergerak maka dianggap mati (Feradis, 
2010). 
Menurut Toelihere (1993), penilaian gerakan individual spermatozoa 
mempunyai nilai 0 sampai 5, sebagai berikut: 
0 : spermatozoa immotil atau tidak bergerak; 
1 : pergerakan berputar di tempat; 
2 : gerakan berayun melingkar, kurang dari 50% bergerak progresif dan tidak ada 
gelombang; 
3 : antara 50 sampai 80% spermatozoa bergerak progresif dan menghasilkan gerakan 
massa; 
4 : pergerakan progresif yang gesit dan segera membentuk gelombang dengan 90% 
sperma motil; 
5 : gerakan yang sangat progresif, gelombang yang sangat cepat, menunjukkan 100% 
motil aktif. 
3. Abnormalitas  
 Menurut Toelihere (1985), mengklasifikasikan abnormalitas dalam 
abnormalitas primer dan sekunder. Abnormalitas primer meliputi kepala yang 
terlampau besar (macrocephlalic), kepala terlampau kecil (microcephalic), kepala 
pendek melebar, pipih memanjang dan piriformis; kepala rangkap, ekor ganda; 
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bagian tengah melipat, membengkok, membesar, piriformis; atau bertaut abaxial pada 
pangkal kepala; dan ekor melingkar, putus atau terbelah. Abnormalitas sekunder 
termasuk ekor yang putus, kepala tanpa ekor, bagian tengah yang melipat, adanya 
butiran-butiran protoplasma proksimal atau distal dan akrosom yang terlepas.  
 Setiap spermatozoa yang abnormal tidak dapat membuahi sel telur, tanpa 
memandang apakah abnormalitas tersebut terjadi di dalam tubuli seminiferi, dalam 
epididimis atau oleh perlakuan yang tidak legeartis terhadap ejakulat. Selama 
abnormalitas spermatozoa belum mencapai 20% dari contoh semen, maka semen 
tersebut masih dapat dipakai untuk inseminasi (Toelihere, 1993). 
4. Persentase hidup 
 Sperma yang hidup dapat diketahui dengan pengecatan atau pewarnaan 
dengan menggunakan eosin. Eosin dapat dibuat dari serbuk eosin yang dilarutkan 
dalam aquadest dengan konsentrasi 1 : 9. Kemudian sperma ditetesi dengan larutan 
eosin dan diratakan, kemudian di angin-anginkan atau di fiksasi dengan 
menggunakan spiritus, setelah itu dilihat di bawah mikroskop. Sperma yang tercat 
atau berwarna merah berarti sperma itu mati, sedangkan yang tidak terwarnai atau 
tidak tercat berarti sperma itu hidup (Mulyono, 1998). 
 Perbedaan afinitas zat warna antara sel-sel sperma yang mati dan yang hidup 
digunakan untuk melindungi jumlah sperma hidup secara objektif pada waktu semen 
segar dicampur dengan zat warna (eosin 2%). Sel-sel sperma yang hidup tidak atau 
sedikit sekali menghisap warna sedangkan yang mati akan mengambil warna karena 
permeabilitas dinding meningkat sewaktu mati. Tujuan pewarnaan diferensial adalah 
untuk mengetahui persentase sel-sel sperma yang mati dan yang hidup (Hafez, 1987). 
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MATERI DAN METODE PENELITIAN 
Waktu dan Tempat 
 Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus sampai September 2013, 
bertempat di UPTD-IB Pucak Kabupaten Maros dan Laboratorium Reproduksi 
Ternak Fakultas Peternakan, Universitas Hasanuddin. 
Materi Penelitian 
 Bahan utama penelitian ini adalah semen Sapi Bali (Bos Sondaicus). Bahan-
bahan pendukung antara lain: eosin 2%, alkohol 70%, aquabidestilata steril, kuning 
telur, tissue, larutan NaCl 0,9%, straw, andromed, gliserol, spiritus, Tris 
(hydroxymethyl) aminomethane, kristal glucosa dan asam sitrat monohidrat. 
 Alat yang digunakan antara lain: mikroskop, tabung sperma, aluminium foil, 
kertas label, kapas, kertas saring, hemocytometer, filling and sealing machine, pipet 
erythrocyt,  objek glass, cover glass, gegep, bunsen, beaker glass, labu Erlenmeyer, 
printer straw, container dan photometer.  
Metode Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan semen Sapi Bali (Bos 
Sondaicus), dengan dua jenis pengencer yaitu Andromed + Aquabidest dan Tris 
Kuning Telur + Gliserol. Semen ditampung sebanyak 5 kali pada hari yang berbeda.  
Pengambilan Semen  
Pengambilan semen dilakukan pada pagi hari. Pejantan dibawa ke kandang 
jepit dan dipertemukan dengan betina pemancing untuk memberi rangsangan libido 
kepada pejantan yang akan ditampung semennya. Vagina buatan yang telah disiapkan 
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diberi pelicin, apabila terdapat tanda-tanda pejantan akan menaiki pejantan atau 
betina pemancing, maka vagina buatan dipasang pada penis untuk menampung 
semen, setelah itu dilakukan pemeriksaan makroskopis dan mikropis. 
Pemeriksaan Semen  
 
Pemeriksaan semen dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. Penilaian 
semen secara makroskopis meliputi volume, bau, warna, konsistensi, pH semen. 
Sedangkan secara mikroskopis meliputi motilitas, abnormalitas dan persentase hidup 
spermatozoa. 
Proses Pengenceran Semen 
Volume hasil ejakulasi dibagi dalam 2 tabung, masing-masing tabung 
ditambahkan jenis pengencer yang berbeda. Tabung 1 ditambahkan andromed + 
aquabidest, tabung 2 ditambahkan tris kuning telur + gliserol + aquabidest. Jumlah 
volume semen yang diencerkan harus sesuai dengan jumlah dari kadar pengenceran 
yaitu dengan cara menghitung konsentrasi dan motil progresif dari semen tersebut, 
setelah diketahui jumlah dosis semen sapi kemudian dikali dengan volume inseminasi 
dan dikurangi dengan volume semen sapi segar, sehingga didapat jumlah pengencer 
yang akan ditambahkan (Nilna, 2012).  
                  
                                      








Cara membuat Tris Kuning Telur : 
1. Menimbang 3,634 gr Kristal Tris (hydroximethyl) aminomethan: 0,50 gr 
kristal glucosa dan 1,99 gr asam sitrat monohidrat, masukkan kedalam 
labu ukur 100 ml, tambahkan aquabidest sampai mencapai 100 ml. 
Homogenkan selama 15 menit. 
2. Memasukkan kedalam panci berisi air, panaskan hingga mendidih. 
Biarkan diruangan 37°C. 
3. Menyiapkan 20 ml kuning telur 
4. Menyiapkan 80 ml larutan no.1 dalam beaker glass 100 ml, campurkan 20 
ml kuning telur, kemudian aduk perlahan hingga homogen, sekitar 30- 60 
menit. 
5. Menambahkan 100.000 i.u penicillin dan 100 mg streptomicyn kedalam 
larutan diatas. 
6. Menghomogenkan selama 15 menit, simpan pada suhu 37°C, TKT siap 
digunakan. 
7. Menambahkan gliserol 6% pada saat pengencer digunakan (saat 
ekualibrasi). 
Prosessing 
Setelah pengencer yang akan digunakan telah siap, maka dilakukan 
prosessing. Semen yang telah diencerkan dengan menggunakan andromed dan Tris 
kuning telur dikemas dalam bentuk ministraw kemudian diekuilibrasi pada suhu 5°C 
selama empat jam di dalam lemari pendingin. Selanjutnya proses pembekuan dengan 
meletakkan straw ke dalam kotak yang berisi N2 cair selama 10-15 menit. Kemudian 
straw disimpan di dalam container yang berisi N2 cair (suhu -196°C). Thawing semen 




Evaluasi semen dilakukan setelah pengenceran dan setelah pencairan kembali, 
seperti yang terlihat pada Gambar 2.  
 
  
                                     Pengenceran semen segar sesuai perlakuan 
 Evaluasi secara 












 Evaluasi secara 
mikro 
Gambar 2. Prosedur kerja untuk penelitian kualitas spermatozoa semen beku sapi bali 












Ekuilibrasi (suhu 5°C ; 
4 jam) 
Pembekuan (uap N2 
cair; 10-15 menit) 
Penyimpanan (N2 cair; 
suhu -196°C) 




Parameter yang diukur 
Parameter yang diukur pada penelitian ini yaitu : 
1. Motilitas  
Motilitas dilihat dibawah mikroskop elektrik berdasarkan gerakan 
spermatozoa yang hidup dan bergerak maju/progresif. Data didiperoleh 
dengan cara meneteskan sampel semen pada gelas obyek kemudian ditutup 
dengan cover glass lalu diamati di bawah mikroskop, dengan perhitungan 
sebagai berikut : 
90% : Bergerak sangat aktif atau cepat, gelombang besar dan bergerak cepat ; 
70-85% : Bergerak aktif/cepat, ada gelombang besar dengan gerakan massa 
yang cepat ; 40-65% : Bergerak agak aktif/agak cepat, terlihat gelombang tipis 
dan jarang serta gerakan massa yang lambat ; 20-30% : Bergerak kurang aktif/ 
kurang cepat, tidak terlihat gelombang, hanya gerakan individual sperma ; 
10% : Gerakan individual sperma (sedikit sekali gerakan individual sperma 
atau tidak ada gerakan sama sekali (mati). 
2. Persentase Hidup 
Jumlah persentase sperma yang hidup ditandai dengan tidak adanya 
penyerapan warna bahan pewarna pada spermatozoa. Dua tetes zat warna 
ditempatkan pada suatu gelas obyek yang bersih dan hangat (suhu 37°C) yang 
kemudian satu tetes kecil semen ditambahkan dan dicampurkan lalu diulas 
dengan menggunakan gelas obyek lainnya. Perhitungannya berdasarkan 
perbandingan antara jumlah sperma hidup yang ditandai dengan kepala tidak 
berwarna, sebaliknya sperma yang terwarnai akan dinyatakan mati sebab 
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eosin hanya dapat menembus sel sperma yang telah rusak, sehingga nampak 
terwarnai. Total sperma yang diamati dan dinyatakan dalam persen (%). 
Perlakuan preparat ulas untuk menghitung persentase sperma hidup dilakukan 
dalam waktu yang singkat maksimal 15 detik.  
Persentase (%) sperma hidup = 
                                  
                                 
       
3. Abnormalitas 
Penyimpangan pada bentuk morfologi spermatozoa yang dapat menurunkan 
daya fertilitas spermatozoa. Abnormalitas yang dihitung adalah abnormalitas  
kepala  terlalu besar, kepala terlalu kecil, kepala ganda (duplicate head ), ekor 
melingkar dan ekor ganda. 
Persentase (%) abnormalitas = 
                           
                                 
       
Analisa Data 
Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji banding yaitu uji T 
(t- test independent sample) (Sudjana, 1996). 
Rumus :                      S =   (n1 – 1 ) S1
2
 + (n2 – 1)S2
2
 
                                                 n1 + n2 – 2 
 
 

























Keterangan :  
t     =  Parameter yang diukur 
X1   =  Rata-rata perlakuan pengencer Andromed 
X2   =  Rata-rata perlakuan pengencer Tris Kuning Telur 
S
   
  =  Simpangan baku rataan  
S1
 
  =  Simpangan baku pengencer Andromed 
S2   =  Simpangan baku pengencer Tris Kuning Telur 
n1   =  Jumlah sampel pengencer Andromed 













HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Karakteristik Semen Segar Sapi Bali 
 Karakteristik semen segar sapi Bali yang digunakan pada penelitian dapat 
dilihat pada Tabel 4. 
Tabel 4. Karakteristik Semen Segar Sapi Bali Yang Digunakan Pada 
Penelitian. 
Kualitas Nilai Standar Mutu 
Evaluasi Makroskopis  
Warna Krem Krem Keputihan 
Volume (ml) 5,26±0,99 6,6 
Derajat keasaman (pH) 6,8±0,45 7 
Konsistensi (kekentalan) Sedang Kental 
Bau Spesifik Spesifik 
Evaluasi Mikroskopis  
Motilitas (%) 68±8,37 70 
Persentase Hidup (%) 58±8,37 70 
Abnormalitas (%)  8±2,74 10 
 
Pada Tabel 4 dapat dilihat bahwa karakteristik makroskopis dan mikroskopis 
semen segar sapi Bali yang digunakan pada penelitian ini memperlihatkan kondisi 
normal sesuai dengan standar yang ditetapkan Balai Inseminasi Buatan dan layak 
untuk diproses menjadi semen beku. Semen segar yang diperoleh berwarna krem, ini 
menunjukkan bahwa semen tersebut normal. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Toelihere (1985), bahwa semen sapi normal berwarna susu atau krem dan keruh. Hal 
ini didukung oleh Partodihardjo (1992), bahwa warna semen yang dihasilkan yaitu 
34 
 
warna krem keputih-putihan, jika berwarna hijau kekuning-kuningan berarti 
mengandung kuman Pseudomonas Aeruginosa, semen yang berwarna merah berarti 
mengandung darah dan semen yang berwarna coklat berarti semen tersebut 
mengandung darah yang telah membusuk.  
 Konsistensi semen segar sapi Bali yang digunakan pada penelitian ini adalah 
sedang dengan konsentrasi sekitar 1000 juta/ml, hal ini menunjukkan bahwa semen 
tersebut memiliki kualitas yang baik. Hal ini diperkuat dengan pendapat Toelihere 
(1985) bahwa semen dengan konsistensi sedang mempunyai konsentrasi 1000 juta - 
2000 juta atau lebih sel spermatozoa per ml, suatu konsistensi seperti susu encer 
memiliki konsentrasi 500 juta – 600 juta sel spermatozoa per ml, semen segar yang 
berwarna sedikit kekeruhan konsentrasinya sekitar 100 juta sel spermatozoa per ml, 
dan yang jernih seperti air kurang dari 50 juta sel spermatozoa per ml.  
 Derajat keasaman (pH) pada lima kali penampungan rata-rata berkisar 
6,8±0,45. Nilai derajat keasaman (pH) yang mendekati batas normal yang diukur 
dengan menggunakan kertas lakmus yang memiliki rentang pH 6,0 - 7,0. Semen 
segar memiliki pH berkisar 6,2 – 6,8, Anonim (2001). 
 Rata-rata volume semen sapi Bali yang diperoleh 5,26±0,99 ml, volume ini 
menunjukkan kisaran yang normal. Hal ini sesuai dengan pendapat Toelihere (1985), 
bahwa volume semen sapi bervariasi antara 1 – 15 ml. Adanya perbedaan volume 
semen setiap ejakulasi disebabkan oleh perbedaan bangsa, umur, ukuran badan, 
pakan, frekuensi penampungan dan berbagai faktor lain. 
 Motilitas atau daya gerak spermatozoa pada lima kali penampungan rata-rata 
berkisar 68±8,37 dan persentase hidupnya 58±8,37, nilai ini termasuk kisaran yang 
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baik. Pada umumnya dan yang terbaik adalah pergerakan progresif atau gerakan aktif 
maju kedepan. Selanjutnya ditambahkan oleh Hafez (2000), bahwa persentase hidup 
spermatozoa harus lebih dari 50%.  
Abnormalitas spermatozoa pada lima penampungan rata-rata berkisar 8±2,74 
(Tabel 4). Hal ini sesuai dengan pendapat Toelihere (1993) yang menyatakan bahwa 
selama abnormalitas spermatozoa belum mencapai 20%, maka semen tersebut masih 
dapat dipakai untuk inseminasi. 
B. Kualitas semen beku pada pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur 
Hasil uji t - independent (Lampiran 1) rataan perbandingan kualitas semen 
beku sapi Bali dapat dilihat pada Tabel 5.  
Tabel 5. Rata-rata Perbandingan Motilitas, Persentase Hidup dan 
Abnormalitas Spermatozoa Semen Beku Sapi Bali pada 
Pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur. 
Parameter Andromed Tris 
Kuning 
Telur 
Nilai P Standar 
Mutu 
Nilai Awal 
Motilitas (%) 50,8±6,14 25,8±4,43 <0,01 40 68±8,37 
Persentase 
Hidup (%) 
54,2±5,03 33,3±2,64 <0,01 50 58±8,37 
Abnormalitas 
(%) 
13,2±2,73 14,3±3,51 >0,05 <20 8±2,74 
 
1. Motilitas spermatozoa semen beku sapi Bali 
Hasil uji t - independent (Lampiran 2) menunjukkan perbedaan yang sangat 
nyata (P<0,01) terhadap motilitas semen beku sapi Bali pada pengencer Andromed 
dan Tris Kuning Telur. Berdasarkan hasil penelitian, motilitas Andromed memiliki 
nilai 50,8±6,14 sedangkan untuk Tris Kuning Telur 25,8±4,43. Hal ini menunjukkan 
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bahwa spermatozoa yang menggunakan Andromed masih layak digunakan untuk 
inseminasi buatan, sedangkan Tris Kuning Telur tidak layak. Sebagaimana pendapat 
Toelihere (1993) yang menyatakan bahwa post thawing motility (PTM) semen beku 
yang layak IB yaitu sekitar 40%.  
Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Fatimah (2011) menyangkut 
kualitas spermatozoa pada pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur di dapatkan 
hasil bahwa spermatozoa pada kedua pengencer tersebut masih layak IB karena 
persentase motilitasnya masih berada diatas 40%. Penyebab rendahnya motilitas 
spermatozoa pada pengencer Tris kuning Telur daripada spermatozoa pada pengencer 
Andromed pada penelitian kali ini masih belum jelas. Diduga   
Target utama yang diharapkan dari kuning telur adalah lesitin yang 
terkandung di dalamnya. Lesitin kuning telur diharapkan akan melindungi lesitin 
membran plasma sel spermatozoa dari kerusakan selama proses pengolahan semen, 
terutama selama pendinginan, pembekuan dan thawing semen beku. Sedangkan 
pengencer Andromed tidak menggunakan kuning telur ayam karena dikhawatirkan 
kuning telur ayam tersebut menjadi media penyebaran berbagai macam kuman 
penyakit menular (Minitube, 2001). Sebagai pengganti kuning telur pada Andromed 
digunakan ekstrak kedelai dengan target utama lesitin yang terkandung di dalamnya. 
Selain itu, penurunan motilitas yang besar pada pengencer Tris Kuning Telur diduga 
adanya perubahan fisik selama proses penambahan pengencer karena gesekan 





2. Persentase hidup spermatozoa semen beku sapi Bali 
Hasil uji t - independent (Lampiran 3) menunjukkan persentase hidup 
spermatozoa semen beku sapi Bali pada pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur 
mengalami perbedaan yang sangat nyata (P<0,01). Persentase hidup spermatozoa 
pada pengencer Andromed mempunyai nilai 54,2±5,03 sedangkan persentase hidup 
spermatozoa pada pengencer Tris Kuning Telur 33,3±2,64. 
Sama halnya dengan membran plasma sel lainnya, membran plasma 
spermatozoa tersusun oleh protein dan fosfolipid. Pada umumnya, sel akan 
menggunakan mekanisme tertentu untuk mencegah kerusakan membrane yang tidak 
terkontrol (Mackie et al., 2001). Membran sel memegang peranan penting karena 
berfungsi menjaga organel-organel sel secara fisik dan mengatur lalu lintas keluar 
masuk sel seluruh substrat dan elektrolit yang dibutuhkan dalam proses biokimia sel. 
Pada penelitian ini, spermatozoa mati dan hidup dapat dibedakan dengan 
menggunakan pewarna eosin. Perbedaan spermatozoa mati dan spermatozoa hidup 





     Gambar 3. Perbedaan Spermatozoa hidup dan mati. 
            Ket : A = Spermatozoa hidup 
          B = Spermatozoa mati 
 Pada Gambar terlihat bahwa kepala spermatozoa yang mati berwarna merah 
atau tercat, sedangkan kepala spermatozoa hidup tidak terwarnai. Hal ini sesuai 
dengan pendapat Mulyono (1998) yang menyatakan bahwa sperma yang tercat atau 
berwarna merah berarti sperma itu mati, sedangkan yang tidak terwarnai atau tidak 
tercat berarti sperma itu hidup. Perubahan warna pada spermatozoa mati disebabkan 
oleh rusaknya membran plasma pada spermatozoa sehingga zat warna pada eosin 
terserap oleh spermatozoa tersebut.  
3. Abnormalitas spermatozoa semen beku sapi Bali 
Hasil uji t - independent (Lampiran 4) abnormalitas spermatozoa semen beku 
sapi Bali pada pengencer Andromed dan Tris Kuning Telur menunjukkan tidak 
adanya perbedaan yang nyata (P>0,05). Abnormalitas spermatozoa pada pengencer 
Andromed dan Tris Kuning Telur masing-masing memiliki nilai 13,2±2,73 dan 





masih layak digunakan untuk melakukan inseminasi buatan. Hal ini sesuai dengan 
pendapat Toelihere (1993) yang menyatakan bahwa selama abnormalitas 
spermatozoa belum mencapai 20% dari contoh semen, maka semen tersebut masih 
dapat dipakai untuk inseminasi.  
Abnormalitas spermatozoa terbagi menjadi dua kelompok yaitu abnormalitas 
spermatozoa primer dan sekunder. McPeake dan Pennington (2009), 
mengelompokkan abnormalitas dalam dua kategori, yaitu primer (yang meliputi 
abnormalitas kepala dan bentuk midpiece, abnormalitas midpiece dan tightly  coiled 
tails) dan sekunder (kepala normal yang terputus, droplet dan ekor yang 
membengkok). 
Hasil uji t - independent (Lampiran 6) mengenai abnormalitas primer dan 
sekunder spermatozoa semen beku sapi Bali dapat dilihat pada Tabel 6. 














U1 12±1,61 2,5±1,95 14,5±6,72 8±0,98 4±0,78 12±2,83 
U2 9,5±2,67 4±0,98 13,5±3,89 13±2,92 4,5±0,89 17,5±6,01 
U3 11±5,41 3±2,04 14±5,66 9±3,13 0,5±0,36 9,5±6,01 
U4 13,5±1,61 2±1,25 15,5±8,13 12, ±2,42 2,5±1,42 15±7,07 
U5 7±1,68 1,5±1,08 8,5±3,89 12,5±3,72 5±0,6 17,5±5,3 
Rataan 10,6±2,48 2,6±0,96 13,2±2,73 11±2,32 3,3±1,82 14,3±3,51 
 
Tabel 6 memperlihatkan bahwa abnormalitas spermatozoa pada pengencer 
Andromed lebih rendah daripada Tris Kuning Telur. Abnormalitas primer 
spermatozoa pada Andromed memiliki nilai rataan 10,6±2,48 sedangkan Tris Kuning 
Telur memiliki nilai rataan 11±2,32. Sedangkan untuk abnormalitas sekunder 
40 
 
spermatozoa pada Andromed dan Tris Kuning Telur masing-masing memiliki nilai 
rataan yaitu 2,6±0,96 dan 3,3±1,82. Hal ini sesuai dengan pendapat Toelihere (1993), 
yang menyatakan bahwa selama abnormalitas spermatozoa belum mencapai 20% dari 
contoh semen, maka semen tersebut masih dapat dipakai untuk inseminasi. Berikut 
ini gambar beberapa jenis spermatozoa yang abnormal (Gambar 4). 
 
       
Ekor lengkung    Kepala putus 
      
Ekor pendek          Kepala kecil 




KESIMPULAN DAN SARAN 
Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan sebagai 
berikut : 
1. Evaluasi terhadap kualitas spermatozoa sapi Bali dalam kondisi segar 
menunjukkan hasil yang sesuai dengan standar untuk diproses lebih lanjut 
menjadi semen cair.  
2. Pengencer Tris Kuning Telur masih perlu perbaikan untuk mencapai 40% 
atau lebih. 
Saran  
Diperlukan penelitian lebih lanjut penyebab rendahnya motilitas dan 
persentase hidup pada pengencer Tris Kuning Telur bila dibandingkan dengan 
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Lampiran 1. Rata-rata Perbandingan Motilitas, Persentase Hidup dan Abnormalitas 
Spermatozoa Semen Beku Sapi Bali pada Pengencer Andromed dan Tris 
Kuning Telur. 
 




Motilitas 50,8±6,14 25,8±4,43 (P<0,01) 
Persentase Hidup 54,2±5,03 33,3±2,64 (P<0,01) 
Abnormalitas  13,2±2,73 14,3±3,51 (P>0,05) 
 
Lampiran 2. Hasil uji t – independent motilitas spermatozoa post thawing 




          JENIS PENGENCER 
    ANDROMED    TRIS KUNING TELUR 
U1 42±7,98 23±2,63 
U2 49±10,13 22±10,77 
U3 59±1,57 33±11,15 
U4 52±14,60 24±10,79 
U5 52±12,96 27±9,31 






 Perlakuan N Mean Std. Deviation 
Std. Error 
Mean 
hasil Andromed 5 50,80 6,14 2,74 











Lampiran 3. Hasil uji t-independent persentase hidup spermatozoa post thawing 
2. PERSENTASE HIDUP 
 
ULANGAN 
          JENIS PENGENCER 
      ANDROMED 
   TRIS KUNING 
TELUR 
U1 48.5±2,78 34.5±3,9 
U2 50±10,26 33±11,41 
U3 61±2,18 37±12,66 
U4 56±16,79 30±10,21 
U5 55,5±11,91 32±8,08 




 perlakuan N Mean Std. Deviation 
Std. Error 
Mean 
hasil 1,00 5 54,2000 5,03240 2,25056 





Independent Samples Test 
2,541 ,150 8,226 8 ,000 20,90 2,54 15,04 26,75 







Levene's Test for 
Equality of Variances 




Difference Lower Upper 
95% Confidence 
Interval of the 
Difference 
t-test for Equality of Means 
Independent Samples Test 
,186 ,678 7,379 8 ,000 25,00 3,38 17,18 32,81 







Levene's Test for 
Equality of Variances 




Difference Lower Upper 
95% Confidence 
Interval of the 
Difference 
t-test for Equality of Means 
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          JENIS PENGENCER 
      ANDROMED 
   TRIS KUNING 
TELUR 
U1 14,5±6,72 12±2,83 
U2 13,5±3,89 17,5±6,01 
U3 14±5,66 9,5±6,01 
 U4 15,5±8,13 15±7,07 
U5 8,5±3,89 17,5±5,3 




 perlakuan N Mean Std. Deviation 
Std. Error 
Mean 
hasil 1,00 5 13,2000 2,72947 1,22066 










Independent Samples Test 
,874 ,377 -,553 8 ,595 -1,10 1,98 -5,68 3,48 







Levene's Test for 
Equality of Variances 




Difference Lower Upper 
95% Confidence 
Interval of the 
Difference 
t-test for Equality of Means 
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Lampiran 5. Tabel Abnormalitas Primer dan Sekunder Spermatozoa Semen Beku 
Post Thawing 









U1 12±1,61 2,5±1,95 14,5±6,72 8±0,98 4±0,78 12±2,83 
U2 9,5±2,67 4±0,98 13,5±3,89 13±2,92 4,5±0,89 17,5±6,01 
U3 11±5,41 3±2,04 14±5,66 9±3,13 0,5±0,36 9,5±6,01 
U4 13,5±1,61 2±1,25 15,5±8,13 12, ±2,42 2,5±1,42 15±7,07 
U5 7±1,68 1,5±1,08 8,5±3,89 12,5±3,72 5±0,6 17,5±5,3 


















S =   (n1 – 1 ) S1
2
 + (n2 – 1)S2
2
 
                   n1 + n2 – 2 
Keterangan :  
t     =  Parameter yang diukur 
X1   =  Rata-rata perlakuan pengencer Andromed 
X2   =  Rata-rata perlakuan pengencer Tris Kuning Telur 
S
   
  =  Simpangan baku rataan  
S1
 
  =  Simpangan baku pengencer Andromed 
S2   =  Simpangan baku pengencer Tris Kuning Telur 
n1   =  Jumlah sampel pengencer Andromed 
n2   =  Jumlah sampel pengencer Tris Kuning Telur 
1. Motilitas 
Andromed : 42 49 59 52 52 
TKT : 23 22 33 24 27 
S =   (n1 – 1) S1
2
 + (n2 – 1)S2
2
 
                   n1 + n2 – 2 
=   (5 – 1) 6,14 + (5 – 1)4,43 
                   5 + 5 – 2 
=   (4) 6,14 + (4)4,43 
                   8 
=   24,56 + 17,72 =   42,28    =   5,29 






   5,29      =    
  
     
  =     
           
  =  
  
    








































2. Persentase Hidup 
Andromed : 48,5 50 61 56 55,5 
TKT : 34,5 33 37 30 32 
 
S =   (n1 – 1) S1
2
 + (n2 – 1)S2
2
 
                   n1 + n2 – 2 
=   (5 – 1) 5,03 + (5 – 1)2,64 
                   5 + 5 – 2 
=   (4) 5,03 + (4)2,64 
                   8 
=   20,12 + 10,56 =   30,68    =   3,84 






   3,84     =    
    
     
  
  
=   
    
           
  =  
    
    

































Andromed : 14,5 13,5 14 15,5 8,5 
TKT : 12 17,5 9,5 15 17,5 
 
S =   (n1 – 1) S1
2
 + (n2 – 1)S2
2
 
                   n1 + n2 – 2 
=   (5 – 1) 2,73 + (5 – 1)3,51 
                   5 + 5 – 2 
=   (4) 2,73 + (4)3,51 
                   8 
=   10,92 + 14,04 =   24,96    =   3,12 






   3,12      =    
    
     
   
 
    =   
    
           
  =  
    
    





























    
     Penimbangan bahan-bahan TKT                  Pencampuran bahan-bahan TKT  
 
    
   Proses menghomogenkan bahan TKT      Proses pengambilan kuning telur 
 
      
                100% kuning telur                                     Penambahan kuning telur 
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            Proses penampungan sperma                  Penyimpanan sperma pd Waterbath 
 
     
              Proses Evaluasi Sperma                                   Nitrogen cair 
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